昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, July 2009, 52(7) : 755 -762 ISSN 0454-6296 


PLI Ce E SR JL J A TE AE ALEK TRI ES E Ee] E] PR HT 
获得 及 其 对 马尾 松 毛 虫 的 毒 力 增 效 作用 


3 W, ZE, g A, RAUK, SRE a npo 


(1. 安徽 农业 大 学 微生物 防治 省 重点 实验 室 , 合肥 230036; 2. 安徽 安 科 生 物 工程 集团 (股份 ) 有 限 公 司 , 合肥 230088) 


摘要 : 本 文 根 据 GenBank rH EXE 3€ HP] E E Lecanicillium lecanii, 33 E8 RM [saria farinosa, BRIE E38 i Beauveria 
bassiana Hz f& TAREA Metarhizium anisopliae 的 几 丁 质 酶 基因 序列 的 同 源 性 比较 ,以 它们 高 度 保守 的 核 车 酸 序列 设 
计 一 对 引物 , 采用 RT-PCR 和 3'/5'-RACE 相 结 合 的 方法 , HABERI Baria fumosorosea 中 克隆 出 几 丁 质 酶 
Jfuchil 全 长 cDNA 基因 。 其 全 序列 长 为 1 542 bp, 编码 阅读 框 由 1 275 ERAR, 5' 非 翻译 区 (5'-UTR) 与 3' 非 翻 
re 分 别 为 33 4 ECE ERI 234 个 核 苷 酸 。 基 因 编 码 424 个 氨基 酸 , 信号 肽 长 度 为 24 个 氨基 酸 , 成 熟 蛋 日 
论 分 子 量 为 47. 6 kDa, 理论 等 电 点 为 4.89。 该 蛋白 可 归于 儿 丁 质 酶 18 族 V 类 。 运 用 制备 芽 生 孢子 转化 法 将 
n AFARA. Anh SE 36 h 条 件 下 ,挑选 的 转基因 菌株 的 几 丁 质 酶 活性 相对 于 野生 型 菌株 提 
高 了 86.2% ;在 对 马尾 松 毛虫 的 生物 测定 中 , 在 孢子 浓度 为 1 x 10 个 孢子 /mL 时 , 与 野生 型 菌株 Bb13 相 比 , 转基因 
菌株 的 致死 中 时 间 LT 平均 缩短 了 2996, 同时 死亡 率 提高 了 52.9% ;野生 型 菌株 和 转基因 菌株 致死 中 浓度 LC 分 别 为 
4.71 x10' 个 孢子 / mL 和 1.74 x 10 个 孢子 / mL, 降低 了 约 1.7 倍 的 剂量 , 故 通过 基因 工程 方法 获得 的 转基因 工程 菌 
株 显 著 地 提高 了 球 孢 日 僵 菌 的 杀 果 效率 。 
关键 词 : 玫 烟 色 棒 束 孢 ; 昆虫 病原 真菌 ; 遗传 工程 ; 生物 测定 ; 毒 力 ; BERNER 
中 图 分 类 号 :Q965.8 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2009)07-0755-08 
Generation of transgenic Beauveria bassiana strains with chitinase gene 
from /saria fumosorosea and its increased virulence against Dendrolimus 


punctatus ( Lepidoptera: Lasiocampidae ) 
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Abstract: Using SMART RACE RT-PCR, the complete full-length cDNA encoding a chitinase was cloned 
from the biocontrol agent [saria fumosorosea. The gene, designated as lfuchil, contains an open reading 
frame ( ORF) with 1 275 bp encoding 424 amino acids, which contains a N-terminal 24 amino acid residues 
displaying the characteristics of signal peptide. The mature chitinase has a molecular mass of 47. 6 kDa and 
a calculated pl of 4. 89. The protein sequence contains two highly conserved regions including a putative 
enzymatic active site and a potential chitin-binding domain. The chinitase belongs to the class V of family 
18 of glycosyl hydrolases. The /fuchil gene from I. fumosorosea was engineered into Beauveria bassiana by 
blastospore transformation. Compared to the wild-type strain Bb13, the chitinase activity of a selected 
transformant was increased by 86.2% after induction for 36 h. Bioassayed against the larvae of Masson' s 
pine caterpillar Dendrolimus punctatus , the median lethal time ( LT44,) of transgenic isolates was reduced by 
29% , and the mortality rate was increased by 52. 9% , as compared to the wild-type at a concentration of 
1 x 10' conidia / mL. The median lethal concentration ( LC4,) values of the wild-type and transgenic 
isolates were 4. 71 x 10? conidia / mL, and 1. 74 x 10? conidia / mL ( approximately 1. 7-fold decrease), 
respectively. The transgenic strain thus showed significantly improved virulence against D. punctatus. 
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JL J Wi (chitin) X gk HH se 28 sk se, 由 N-Z 
Ht-p-D-Z UE] fi (NAG) 构成 的 多 聚 物 , 是 目 然 
界 中 除 纤维 素 外 储量 最 大 的 生物 多 聚 糖 ， 它 是 多 数 
真菌 细胞 壁 、 无 峭 椎 动物 以 及 昆虫 体 表 和 昆虫 中 上 肠 
围 食 腊 的 主要 结构 成 分 , 大 量 存 在 于 昆虫 体 表 及 消 
WEE, 是 农林 害虫 有 效 防 治 的 限制 因 了 于 之 一 (Van 
Aalten et al., 2001 ) 。 几 丁 质 酶 是 以 几 了 丁 质 为 作用 
底 物 的 水 解 酶 , 虫 生 真菌 在 侵 染 寄主 的 过 程 中 , JL 
丁 质 酶 可 与 重 日 酶 等 水 解 酶 类 协同 降解 昆虫 的 体 
EE. itep p Verticillium lecanii 感染 蚜虫 时 发 
现 , 阔 丝 周围 的 几 丁 质 含量 较 低 , 显示 在 该 过 程 中 
有 几 丁 质 酶 的 产生 (Askary et al., 1999) 。 因 此 , JL 
本质 酶 是 昆虫 病原 真菌 的 一 个 重要 毒 力 因 子 。 

JUI ES WR fü Karia fumosorosea 是 一 种 子宫 菌 
类 虫 生 真菌 , 它 广 布 全 世界 ,寄主 范围 广泛 (已 记 
RA 25 个 不 同 科 的 昆虫 , 包括 小 某 蛾 Plutella 
xylostella ÆI F&W] Diuraphis noxia UAI y Bemisia 
tabaci 等 一 些 重 要 农业 害虫 ) , 主要 通过 分 泌 多 种 胞 
外 水 解 酶 降解 昆虫 体 壁 从 而 侵入 寄主 , 其 分 泌 的 水 
解 酶 主要 包括 重 日 酶 、 几 丁 质 酶 、 脂 酶 等 ( 浦 扑 龙 和 
Æ IH SR, 1996), Æ Æ Bj Wb. Ek E EE 
Beauveria bassiana 是 目前 研究 运用 最 多 的 一 类 真 
K, 我 国 应 用 球 孢 日 僵 兰 防治 马尾 松 毛 虫 达到 每 年 
200 万 公顷 的 规模 , 已 成 为 世界 上 应 用 规模 最 大 和 
最 成 功 的 害虫 生 防 项 目 之 一 , 因此 它 在 森林 病害 生 
物 防治 中 有 着 重要 的 作用 。 

通过 基因 工程 技术 提高 昆虫 病原 真菌 的 毒 力 是 
进一步 扩大 真菌 杀 虫 剂 应 用 的 有 效 手 段 , 已 经 报道 
的 毒 力 基因 高 表达 是 一 种 行 之 有 效 的 方法 。 第 一 个 
KREEK REJ EN ARE Hi PRIA) 转 化 到 
48 EA Metarhizium anisopliae 是 St. Leger 等 
(1996) , 其 对 害虫 的 致死 时 间 减 少 了 25%, HER 
取 食量 减少 了 40% 。 此 后 ，Fang 等 (2005 ) 利用 农 
杆菌 转化 法 得 到 的 超 量 表达 儿 丁 质 酶 Bbchitl 的 球 
孢 白 伪 菌 工程 菌株 ,显著 提高 了 对 桃 蚜 Myzus 
persicae 的 毒 力 ;Fan 等 (2007) 构 建 了 一 个 超 表 达 融 
4 JL T Jf B ( Bbchit] -BmChBD ) 的 球 孢 白 僵 菌 工程 
菌株 ， 相 对 野生 菌株 对 桃 蚜 的 致死 时 间 减 少 了 
23% , 并 且 毒 力也 超过 Bbchiil 的 工程 菌株 。 第 一 
个 将 外 源 基因 转化 到 忠生 真菌 的 例子 是 Wang 和 St 
Leger(2007) 利 用 基因 工程 手段 将 来 自 于 黄 肥 尾 蝎 
体内 的 蝎 毒 基因 转 和 金龟子 绿 僵 菌 中, 从 而 成 功 地 
提高 了 金龟 子 绿 僵 画 对 于 烟草 天 蛾 与 埃及 伊 蚊 的 毒 
力 侵 染 。Lii 等 (2008 ) 又 成 功 地 将 该 蝎 毒 基因 转 入 


ERfS MB B, 大 大 减少 了 孢子 的 用 量 , Hau Y SX 
死 时 间 , 但 构建 的 双 价 工程 菌株 ( 含 蝎 毒 基因 和 丝 
氨 酸 和 蛋 日 酶 基因 ) ， 和 单价 的 工程 菌株 相 比 ,未 能 
显著 提高 杀 虫 效果 , H RERE A EARE H 
解 了 蝎 毒 重 日 。 

本 研究 首次 获得 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 基因 
由 于 玫 烟 色 棒 束 孢 与 球 孢 日 僵 菌 对 害虫 的 侵 当 机 理 
相同 ,主要 通过 分 泌 胞 外 水 解 酶 降解 昆虫 体 壁 从 而 
RAFE, 故 将 来 目 于 玫 烟 色 棒 束 孢 的 几 丁 质 酶 基 
因 作为 外 源 基因 , 通过 制备 芽 生 孢子 转化 法 将 其 转 
化 于 球 孢 白 僵 东 来 提高 害虫 生 防 真 再 球 孢 日 僵 瑚 对 
马尾 松 毛 虫 的 毒 力作 用 。 本 研究 为 进一步 成 功 构建 
高 效 稳定 的 生 防 工程 菌株 打下 坚实 的 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 菌株 来 源 

菌株 Ifu78 HBOR EERE, TENA H M, 
采 目 江西 访 山 ;菌株 Bb13 为 球 孢 日 僵 菌 ,寄主 为 马 
尾 松 毛 虫 Dendrolimus punctatus, 3 A I 8E. € 
们 均 保 藏 于 安徽 农业 大 学 省 微生物 防治 重点 实验 室 。 

KAIT A DH5a 培养 于 370C 的 LB 培养 基 中 。 
pMD18-T 载体 (TaKaRa) 用 于 PCR 产物 的 克隆 和 测 
序 。pBARGPE1 由 中 国 科学 院 上 海 生 命 科 学 研究 院 
植物 生理 生态 研究 所 王 成 树 课题 研究 组 保存 并 提供 。 
1.2 下 烟 色 棒 束 孢 菌 体 的 获得 与 其 几 丁 质 酶 基因 
mRNA 的 诱导 

将 菌株 接 入 20 mL/100 mL SDY 液体 培养 基 ， 
25*C100 r/min 震荡 培养 4 d, 无 菌 条 件 下 用 无 菌 水 
将 菌 体 的 培养 基 洗 去 , 再 转 接 到 含 20 mL 几 丁 质 的 
贫 将 培养 液 播 瓶 中 ( 儿 丁 质 1 g, 水 100 mL) 培 养 ， 
25% 100 r/min 震荡 培养 36h 后, 4"C 12 000 r/min 
离心 去 培养 液 , WAE -70C 冰箱 下 备用 ( 黄 勃 等 ， 
2006) 。 
1.3 生化 试剂 

TRIzol 购 自 Invitrogen, TagDNA REH TaKaRa 
PrimeScript ”DNA Synthesis Kit, DNA 胶 纯 化 回收 试 
剂 盒 .opMD18-T 载体 和 dNTP 均 购 自 大 连 宝 生物 公 
H], 3'/5'-RACE 试剂 盒 为 CLONTECH 公司 生产 的 
SMART™ RACE cDNA Amplification Kit, 引物 由 上 
海 生 工 合 成 。 其 他 常规 试剂 均 为 国产 。 
1.4 总 RNA 的 提取 

玫 烟 色 棒 束 孢 在 诱导 培养 基 中 , 25 习 振荡 培养 
36 h 后 , 过 滤 收 集 菌 体 , 用 DEPC 处 理 的 水 清洗 后 
立即 放 入 液 氨 中 人 研磨， 用 TRIzol Kit 提取 总 RNA。 
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1.5 cDNA 的 特异 片段 扩 增 

采用 TaKaRa PrimeScript™ DNA Synthesis Kit 进 
fT cDNA 第 一 链 的 合成 。 

根据 在 GenBank Xf B] BE JL UTE E PER fü. 
EK fü H E K A dz f 3 D f LJ JL T PR FF 20, FH 
DNAStar 软件 中 的 MegAlign 比较 其 同 源 性 , 发 现 一 
对 较为 保守 的 DNA. 区 域 序列 , 据 其 设计 的 一 对 兼 
并 引物 为 : 

Chil: 5'- GC( CT) GT( CT) TA( CT) TT( CT) AC 
(CT) AA( CT) TGG-3' 

Rehil: 5'-TT ( AG) (CT) T( AG) GC ( GAC) 
GGAACACC( ATGC) CC ( ATC) TT-3' 

PCR 反应 体系 (25 aL) A8 :2.5 uL 10 x Taq 酶 
RPR, dNTP 各 200 pumoL/L, MgCl, 1. 5 mmol/L, 
引物 0.12 ng, Taq B 1.5 U, 模板 cDNA 1 uL, HI% 
反应 在 PCR 仪 上 进行 :9$% 5 min, 1 个 循环 ;95%C 
] min, 54C 1 min, 72C 1 min, 40 个 循环 ;最 后 72% 
10 min。 扩 增产 物 在 1. 0% 3x PEE S EB) 中 电 
DK 1 h 检测, 扩 增 产物 转 入 载体 后 克隆 测序 。 

1.6 cDNA 3'/5’' 端 的 RACE-PCR 扩 增 

引物 设计 :根据 已 扩 增 特异 片段 序列 ， 用 
Primer 软件 设计 藤 套 引物 : 

NGSPI :5'- CCCAAGACTGAAGAGGAGGC-3' 

NGSP2 .5'- GCAAGAGCTGCCAACAACTACC-3' 

NGSP3 .5'- AGTGTCTTTGCTGGGATAGAGGTTT-3' 

NGSP4 .5'- CCATCAAGTTCCAAAAGTCCAGGTA-3' 

按 SMART" RACE cDNA Amplification Kit 提供 
的 方法 进行 : 

3'-RACE 扩 增 反应 :第 1 次 扩 增 反应 用 通用 引 
物 UPM 和 NGSP1 为 引物 进行 扩 增 , 扩 增 结束 后 ， 
将 其 稀释 100 倍 , 进行 第 2 次 扩 增 , 即 用 桌 式 通用 
引物 NUP 和 引物 NGSP2 ES SX PCR 扩 增 。 

5'-RACE 扩 增 反应 :第 1 次 扩 增 反应 用 通用 引 
物 UPM 和 NGSP3 为 引物 进行 , 第 2 次 使 用 梨 式 通 
用 引物 NUP 和 引物 NGSP4 进行 扩 增 。 反 应 条 件 与 
3'-RACE 扩 增 反应 类 似 。PCR 扩 增 产物 回收 、 死 隆 
测序 。 利 用 DNAMAN 生物 学 软件 进行 拼接 就 可 以 
得 到 玫 烟 色 棒 束 孢 几 了 丁 质 酶 的 全 长 编码 基因 序列 ， 
我 们 将 该 基因 命名 为 Ifuchil 。 

1.7 PCR 产物 回收 克隆 测序 

获得 的 PCR 产物 用 凝 胶 回收 试剂 盒 进行 纯化 
回收 , 将 纯化 的 目标 片段 克隆 至 pMD18-T 载体 。 
连接 反应 、 转 化 反应 、 纯 化 等 操作 步骤 均 参 照相 应 的 
试剂 盒 说 明 书 (Sambrook and Russell, 2001), DNA 


测序 由 上 海 英 骏 公司 完成 。 
1.8 序列 分 析 

序列 分 析 用 BioEdit 7. 0 软件 CLUSTAL W 
(Thompson et al., 1994) 程序 比较 RACE FI EK 
部 分 , 去 掉 3'/5'-RACE 加 的 引物 部 分 ,拼接 得 到 
全 长 cpDNA 序列 , 采用 Blast 软件 在 GenBank 中 对 
获得 的 cDNA 及 其 推测 的 氨基 酸 序列 进行 同 源 搜 
R, 得 到 的 cDNA 核酸 序列 进行 多 序列 比 对 。 

重 日 质 结构 分 析 和 预测 的 方法 :和 蛋 日 质 结构 分 
析 主 要 用 DNAMAN 和 PROSITE 软件 (Bairoch 
et al., 1997 ) ; 利用 Signal P3. 0 Server ( ExPASy 
Proteomics tools) 进行 信号 肽 预测 。 

1.9 pBARGPE-fuchil 表达 载体 的 构建 

对 Jfuchil 基因 序列 进行 引物 的 设计 (将 酶 的 序 
列 及 其 保护 碱 基 加 入 引物 的 端 头 ) : 

正 回 引物:$ -CCG GAATTC ATAACAGCTCTCA 
TCATCTCGATT-3' EcoR I] 

Ez [5 5| 4g :5'-CCG CTCGAG GTTGTTCGGCAAT 
CCCTCCCTCAAG-3' Xho |I 

以 Jfuchil 基因 cDNA 为 模板 ,进行 PCR 扩 增 ， 
PCR 条 件 为 :94% 5 min;947C 1 min, 54C 1 min, 
72% 2 min, 45 个 循环 ;72%C 10 min, J£ PCR 产物 
回收 ,EcoR I 和 Xho 工 双 酶 后 与 pPBARGPE1 载体 
(Wang and St Leger, 2007) 连接 ,转化 大 肠 杆 茵 
DH5a, fiie BH TE m E HIT A US PCR 验证 序 鉴 定 ， 
后 电泳 检测 。 载 体 pBARGPEI rp MOM S Bil E 
Aspergillus nidulans 中 克隆 到 的 3-me Ne H B E Hu 
酶 基因 的 局 动 子 epdA , 该 启动 子 能 控制 异 源 基 因 在 
多 种 真菌 中 的 高 效 表 达 。 

1.10 制备 芽 生 孢子 法 转化 球 孢 白 僵 菌 

1.10.1 芽 生 孢子 的 制备 :制备 流程 见 Ying 和 
Feng( 2006 ) 方 法 。 

1.10.2 芽 生 孢子 的 转化 :上 述 50 pL 芽 生 孢子 中 
分 别 加 入 240 uL 5096 PEG4000, 36 uL 1 mol/L 
LiAc, 25 uL 4 g/L denatured salmon sperm DNA, 
10 uLZZJÉ iX (0. 1 ug/uL), 35 pL 1 mol/L 
dithiothreitol。 充 分 混 匀 , KEFE 30 min, 427C 热 
$k 20 min, 6 000 g, 4C, 5 min， 重 悬 到 0. 5 mL 
ddH,O 中 , 取 100 uL 涂 基础 培养 基 的 抗 性 平板 ( 含 
有 200 ug/mL phosphinothricin) ,培养 一 周 后 挑 去 
真菌 转化 子 。 

1.10.3 真菌 转化 子 的 PCR 42b 3e 5 Js ub: 
pBARGPEI Vector 中 含有 bar 基因 ,该 基因 对 除草 
剂 PPT (phosphinothricin) 具有 抗 性 。 本 实验 中 ，paur 
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基因 作为 选择 标记 基因 , 因此 通过 PCR 扩 增 除草 
剂 抗 性 基因 bar 特征 序列 来 分 析 转 化 子 。 挑 取 9 个 
真菌 转化 子 到 抗 性 培养 基 中 。1 个 9 em KÈ IL 
可 成 三 角形 分 布 3 个 转化 子 。4 ~7 d 后 刮 取 9 个 单 
菌落 到 SDB 液体 培养 基 中 ，1S0 r/min 培养 2 d 分 
别提 取 转 化 菌株 的 基因 组 DNA 后 ，PCR 验证， 引 
物 序 列 为 : 

BarF; 5'-TCGTCAACCACTACATCGAGAC-3' 

BarR; 5'-GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3' 

PCR 反应 体系 (25 pL) 含 有 :2.5 uL 10 x Taq 
i R m W, dNTP 各 200 umoLL， MgCl, 
1.5 mmol/L, 5|% 0. 12 ng, Taq f 1. 5 U, 模板 
cDNA 1 pL。 扩 增 反应 在 PCR 仪 上 进行 : 94C 
5 min, 1 轮 循环 ;94% 30 s, 60%C 30 s, 72%C 30 s, 
30 轮 循环 ;最 后 72%C 10 min。 扩 增产 物 在 1.096 3 
糖 凝 胶 ( 含 EB) 中 电泳 1 h 检测 。 
1.11 几 丁 质 酶 活力 的 测定 

在 1.0 mL 胶体 几 丁 质 底 物 中 加 入 适当 稀释 的 
酶 液 0.5 mL, 50C 水 浴 反 应 1 h, 用 DNS 法 测定 反 
应 液 在 540 nm 处 的 吸光 值 ， 每 个 处 理 3 个 重复 
( Ohtakara et al., 1979) 。 
1.12 生物 测定 
1.12.1 菌 种 与 菌 剂 :将 经 过 PCR 鉴定 为 阳性 转化 
T BSEC CUR TE PDA 平板 上 在 25 +1 人 恒温 箱 
中 培养 8 d, 待 其 充分 产 孢 后 ,观察 其 生物 学 特性 ， 
选取 性 状 相对 较 好 的 菌株 , 将 抱 子 粉 刊 下 , 转 到 适 
量 0.05% Tween-80 中 ,用 涡 旋 振荡 冀 将 和 抱 子 粉 充 
分 振荡 分 散 , 4 层 探 镜 纸 过 滤 除 去 菌 丝 等 碎片 , 滤 
WE BIA E fa Y EGER. 用 血球 记 数 板 测 定 含 孢 
E, 配制 成 终 浓度 为 1 x10°, 5x10°, 1 x10’,5x 
10, 1 x10 个 孢子 ]mL 的 孢 悬 液 。 
1.12.2 供 试 昆 虫 :马尾 松 毛虫 :2008 年 11 H P, 
从 安徽 省 滁州 林场 采 4 龄 马尾 松 毛 虫 , 在 室内 饲养 
3 d 后 , 选择 健康 的 幼虫 装 入 两 端 用 双 层 纱布 封口 的 
养 虫 融 亚 中 , 里 面 放 新 鲜 的 马尾 松 松 针 饲 养 。 
1.12.3 处 理 方法 :每 株 菌株 的 每 个 浓度 的 处 理 是 : 
10 涉 试 虫 一 个 处 理 , 每 个 处 理 3 个 重复 。 以 0.05%% 
Tween-80 溶液 作 空 白 对 照 。 采 用 浸渍 法 接种 ,预先 
将 每 一 处 理 试 虫 放 每 一 浓度 的 孢 悬 液 中 , TERCER TR 
中 浸 20 ~30 s 进行 接种 ， 对照 浸染 0.05% Tween- 
80 溶液 。 处 理 后 的 试 虫 放 于 装 到 适宜 的 有 日 已 放 有 
新 鲜 松 针 叶 的 养 虫 右 亚 中 ,， 需 亚 再 置 放 于 25 +1%C 
恒温 箱 中 培养 。 处 理 后 48 h 内 湿度 控制 在 90% 以 
E, 48 h 后 湿度 控制 在 80% 左右 。 以 后 每 隔 24 h 


清理 虫 准 并 且 更 换 新 鲜 松 针 叶 。 第 2 天 开始 , 每 天 
定时 观察 、 记 录 各 处 理 的 死亡 情况 ;并 将 死 虫 移出 放 
于 盛 有 湿 吸水 纸 的 培养 下 内 的 载 玻 片上 , 2500 左右 
保湿 培养 3 d， 观 察 虫 尸 的 染 菌 情况 , 并 挑 片 在 显 
微 镜 下 观察 是 否 为 日 僵 菌 感染 致死 ,持续 观察 10 d 
( 刘 玉 军 等 , 2008), 
1.13 数据 统计 与 分 析 

累计 死亡 率 (%) =( 样 本 中 和 死亡 的 总 虫 数 / 样 
本 总 虫 数 ) x100; 

累计 校正 死亡 率 (%) =| (处 理 区 的 死亡 率 - 
对 照 区 的 死亡 率 )A(1 -对照 区 的 死亡 率 ) ] x100, 

LC, LTs% 的 计算 方法 采用 概率 分 析 法 。 本 实 
验 数 据 利 用 SPSS(13.0) 软 件 进 行 处 理 、 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 Ifuchil 基因 全 长 
cDNA 的 克隆 及 序列 分 析 

以 总 RNA 为 模板 进行 RT-PCR， 获 得 大 小 为 
387 bp 的 片段 , 与 预期 大 小 相符 。 根 据 测定 的 片段 
序列 设计 特异 引物 , 利用 SMART RACE 法 进行 5 
RACE fU 3'RACE 扩 增 后 ,有 明显 条 带 产 生 , 将 目 
的 条 带 切 下 纯化 后 克隆 测序 。5'RACE 和 3'RACE 
的 插入 片段 长 分 别 为 736 bp 和 1 328 bp( 图 1)。 将 
RT-PCR、3’RACE 和 SRACE 的 序列 进行 拼接 ， 拼 
接 的 序列 长 1 542 bp。 该 序列 已 在 GenBank rit 
HW, 登录 号 为 FJ377733。 





图 1 3'/5'-RACE 扩 增 Jfuchil 基因 3', S “末端 cDNA 
Fig. 1 Amplification of /fuchil 3'- and 9 -end cDNA 
by 3'- and 5'-RACE 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA. molecular weight marker; 1; 5'-RACE 产物 
5'-RACE product; 2; 3'-RACE 产物 3'-RACE product. 
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2.2. KAERA Ifuchil 基因 cDNA 序列 和 和 蛋 日 
分 析 

玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 cDNA 基因 序列 全 长 为 
1 542 bp， 编 码 阅 读 框 由 1 275 个 核 甘 酸 组 成 , 编码 
了 424 个 氨基 酸 。5' 非 翻译 区 (5'-UTR ) 与 3' 非 翻译 
区 (3 分别 33 个 核 车 酸 和 234 TRER, 


HERPEN RIE HEA 
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424 个 氨基 酸 中 含 强 碱 氨基 酸 39 个 (K, R), 强酸 
AU EN? 54 个 (D,E), AKAR 139 4- (A, I, L, 
F, W, V), 极 性 氨基 酸 118 个 (N, C, Q, S, T, 
Y), 分 别 占 总 氨基 酸 的 9.2%, 12.7%, 32. 696 和 
27.896 , 通过 Blast 对 保守 区 进行 预测 , 发 现 该 几 丁 


质 酶 基因 含有 几 了 丁 质 的 活性 位 点 人 DGIDIDWE) DIE 


其 信号 肽 长 度 预测 为 24 个 氨基 酸 (图 2). 


BALA FJ 


XIX (SICG) ， 属 于 几 丁 质 酶 18 族 


蛋白 理论 分 子 量 为 47.6 kDa, 理论 等 电 点 为 4.89。 
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301 
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451 
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526 
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601 
201 
676 
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751 
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826 
276 
901 
301 
976 
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351 
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376 
1 201 
401 
1 276 
426 
1 351 
1 426 


TAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGG 








TACGTCAACTGGGCCATTTATGCGCGCAAACATTTGCCGCAGGATCTCCCCGTTGAGAACCTAACCCACGTCTTG 


Y V N WA I Y A RK HL P QD LP VIE NL T HYV IL 
TATTCGTTTGCGAATGTACGCAGCGAAAGCGGCGAGGTCTTCATGACCGATAACTGGGCGGACACCGACATCCAC 
Y S F A NV RS E S G E V F M T D N W A D T D IH 
TGGGAGGGAGACTCATGGAACGACCCCGGCACAAACATGTACGGCTGCCTCAAGCAGCTCAATATTTTGAAAAAA 
W E G D S W N D P G T N M Y G C LKQ LN I L Kk K 
CGCAACCGGAACTTCAAGGTGCTGCTCTCCATTGGTGGCTGGACCTACAGCTCCAACTTCCCCGCTCCAGCTAGC 
RN R N F KV L LIE IG GW T Y S S N F P A P A S 
ACACCCCAGGGCCGTGACACCTTCGCCAAATCTTGTGTCGAGCTGGTCAAGAACCTTGGTTTTGATGGCATCGAT 
T P Q G R D T F A K S C V E L V K NL G F D G I D 
ATTGATTGGGAGTATCCCAAGACTGAAGAGGAGGCTGGCCACTTTGTTGAGCTCCTCGCTGAGGTCCGCAAGCAA 
I D W E Y PK T E E E A G H F V E L L A E V R K Q 
CTCGACGAATACTCTGCAAGAGCTGCCAACAACTACCACTTTGAGCTATCAGTGGCTTGCCCAGCCGGGCCCGAC 
L D E Y S A RA A N N Y H F E L S V A C P A G P D 
AACTTCCAGAAGCTCAAGATCTCAGAAATGGATGCATACCTGGACTTTTGGAACTTGATGGCCTACGATTACGCC 
N F Q K L K I S E M D A Y LD F WN L™M A Y DY A 
GGGTCTTGGGACAAGATCAGTGGACACCAGGCAAACCTCTATCCCAGCAAAGACACTCCCGCCTGCACGCCATTC 
G S W D K I S G H Q A N L Y P S8 K D T P A C T P F 
TCTACCGTCGCAGCCGTCGATCATTACACGCAGAATGGTGTTGCGCCGGATAAGCTGGTCCTTGGCATGCCGCTG 
S T V A A V D H YT QO NG VA P DK LV L G M PL 
TATGGTCGTGCATTTGAAAATTGTGACGGCATGGGCCAGCCTTTCCAAGGCGTCGGGCAGGGCACCTGGGAGCAA 
Y G RA F E NC DG MG QP FOQG VG QGcG TW E Q 
GGTATATACGACTACAAGAAGCTCCCTCTGGAGGGTGCAGAGGAGCACAAGGATGATGATGCCTGTGCCACTTAC 
G I Y D Y KK L P L E G A E E HK D DD A CA T Y 
TGCTACAATTCAGCATCTCGTACTCTTGTCACATACGACACTCCGGAGCTGGCAAGGATCAAAGCCGGGTTCATC 
C Y NS A S R T L V T Y D T P E L A R I K A G F I 
AAAGAACGCGGACTGGGTGGAGGTATGTGGTGGGAAAGCAGTGCCGACAAGGCAGGTGCCGACTCCCTTATACAA 
K E RG L G G G MW W E S S A DK A G A D S LIQ 
ACCGTCACTGGCGAGTTTGGTGGCCCTGGAGCACTCAAGCAACAGGAAAACTGCATTCGTTATCCTGAAACCAAA 
T V T G E F G G P G A L KQQ E NC I RYPE T Kk 
TATGATAACTTGAGGGAGGGATTGCCGAACAACTGAGCGCCCTTGCAGGCAGGGTGGCTGTGAAGTCGCGCTCAT 

Y D N L R E G L P NN * 
TTTCCGTGGCCACTCTACCACAACACCTACCCTTTTCCTCACAGCTGAACTAAAGGCATTGAGATTGATTTCCGG 
GAAATCGCAAATAGAATCATATTTTATCAGGCAGTGCAACCATAGATAATAATCCGGGTTTATCAAACATGGAGA 
ACCTAAAATTGATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A 


图 2 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 基因 的 cDNA 和 推导 的 氨基 酸 序 列 


V 类 。 


Fig. 2 


cDNA and deduced amino acid sequences of a chitinase from /saria fumosorosea 


左 侧 数字 为 核 ( 背 ) 酸 和 氨基 酸 位 置 , 阴影 部 分 为 信号 肽 序列 , 方 框 部 分 为 潜在 的 几 丁 质 结合 位 点 ,下划线 部 分 为 推断 的 几 丁 质 的 活性 位 点 。 


Numbers on the left are the nucleotide and amino acid positions, a signal peptide is shaded, a putative active site of chitinase is underlined, and a chitin- 


binding site is boxed. 





图 3 PCR 检测 转基因 菌株 Bb13-Jfuchil ( barF/barR) 
Fig. 3 Examination of the transgenic Bb13-/fuchil 
by PCR (barF/barR) 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1 -9; 9 个 随机 转 


化 子 Nine random transformants. 


2.3 真菌 转化 子 的 PCR 筛选 与 验证 

对 于 出 发 菌株 Bb13, 采用 制备 芽 生 孢子 转化 
法 转化 后 , 随机 挑 取 9 个 转化 子 , 用 引物 筛选 标记 
引物 barF/barR 对 各 转化 于 基因 组 PCR 检测 , 结 采 
显示 :9 个 转化 子 中 8 个 扩 出 大 小 正确 的 腕 市 (图 
4) ,表明 转化 成 功率 达到 88.9% 。 
2.4 几 丁 质 酶 活性 测定 


根据 这 8 个 转化 子 在 固体 培养 基 的 培养 性 状 ， 
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我 们 选择 了 一 株 产 孢 较 多 和 生长 较为 旺盛 的 转基因 
菌株 (转化 子 2) , 进行 了 深入 的 研究 。 该 转基因 参 
株 的 几 丁 质 酶 活性 要 远 远 高 于 野生 型 菌株 (图 5)。 
方差 分 析 表 明 , 该 转基因 菌株 的 几 丁 质 酶 活性 相对 
于 野生 型 菌株 得 到 了 显著 提高 (P <0.05), 最 适 产 
酶 时 间 36 h 时 , 其 几 丁 质 酶 活性 相对 于 野生 型 菌株 
提高 86.2% 。 由 此 说 明 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 基 
因 在 球 孢 白 僵 菌 中 达到 较 高 表达 。 


0.18 一 4 一 Bb13 —8-— Bb13-Ifuchil 
0.16 
0.14 
0.12 

$ 0.10 

后 


0.08 &^ 





12 24 36 48 60 72 
诱导 时 间 


Induction time (h) 
图 4 几 丁 质 酶 活性 测定 


Fig. 4 Examination of chitinase activity 


2.5 ”致死 中 时 间 的 生物 测定 

转基因 菌株 对 马尾 松 毛 虫 的 毒 力也 要 远 远 高 于 
野生 型 菌株 的 毒 力 (图 5、 表 1)。 分 析 表 明 , 在 
1 x10” 个 孢子 /mL REF, 野生 型 菌株 LT 为 
9.00 d; MPA KR LT;,2g 6.39 d, 平均 缩短 了 
29% (2.6 d) ;10 d 周期 后 , 野生 型 阔 株 死亡 率 为 
56.67% , 而 转基因 菌株 死亡 率 为 86.6796 , 死亡 率 
提高 了 30.0% .方差 分 析 显 示 , 转基因 菌株 的 LT, 
显著 低 于 野生 型 菌株 , 同时 转基因 菌株 死亡 率 显 著 
高 于 野生 型 菌株 (P<0.05)。 表 明 转 入 了 玫 烟 色 棱 
束 孢 几 丁 质 酶 基因 后 显著 的 提高 了 球 孢 白 僵 菌 B. 


—$9— Bb13 == Bb13-Ifuchil ^jlr"" control 





存活 率 
Survival rate (76) 
e 
e 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
侵 染 天 数 
Days after infection (d) 
图 5 不 同 离 株 侵 梁 的 马尾 松 毛虫 存活 率 
Fig. 9 Survival of Dendrolium punctatus larvae 


infected by different 1solates 


A1 马尾 松 毛 虫 的 致死 中 时 间 (LTs: ) 
Tabel 1 Median lethal time (LT, ) of Dendrolium punctatus larvae 


菌株 估计 值 标准 误 95% 置信 区 

Strain Estimate SE 9596 Confidence interval 

Bb13 5.36 0.12 4.82 -5.46 
Bb13-/fuchil 4.22 0.15 3.76 —4.45 


x 718.29, P 20.004 


2.6 ”致死 中 浓度 的 生物 测定 

用 5 个 梯度 浓度 的 野生 型 菌株 Bb13 与 转基因 
Bb13-/fuchil 对 马尾 松 毛 虫 的 进行 毒 力 测定 ,结果 
显示 转基因 菌株 的 毒 力 极 大 地 提高 了 毒 力 且 降 低 了 
孢子 用 量 (图 6, 表 2) 。 从 统计 结果 可 知 ,， WENK 
株 的 致死 中 浓度 LCa 为 4.71 x10° 个 孢子 /mL, 对 
于 转基因 菌株 的 LCs 为 1.74 x 10 个 孢子 /mL。 
此 ,转基因 菌株 相对 野生 型 菌株 降低 了 1.7 ARR 
THE, 这 样 就 大 大 降低 了 生物 防治 的 经 济 成 本 。 
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图 6 不 同 菌 株 不 同 浓度 侵 染 马尾 松 毛虫 的 存活 率 
Fig. 6 Survival rate of Dendrolium punctatus larvae infected 
by different isolates at different concentrations 
C1; 1 x108 个 孢子 /mL 1 x 10 Spores/mL; C2; 5 x109 个 孢子 /mL 5 x 
10 Spores/mL; C3; 1 x10" 个 孢子 /mL 1 x10” Spores/mL; CA; 5 x10 个 
孢子 /mL 5 x10" Spores/mL; C5; 1 x10 个 孢子 /mL 1 x10 Spores/mL. 


表 2 马尾 松 毛虫 的 致死 中 浓度 (LCso) 
Table 2 Median lethal concentration (LC;,) of different 


strains against Dendrolium punctatus larvae 


"m 回归 方程 LCso 95% 置信 区 
Regression (conidia 95% Confidence y” P 
Strain 
equation /mL) interval 
Y 8.59092 + 5.90 x10? - 
Bb13 4.71 x 108 6.614 0.085 
1.28734X 1. 49 x 10" 
Bbl3- Y 28.35557 + 6.45 x10? - 
1.74 x 108 6.356 0.096 
lfuchil | 1.33896X 5.14 x 106 


运用 Probit 概率 单位 模型 方程 及 LCa 分 析 , 用 Pearson 模型 拟 合 优 
度 检验 , 结果 拟 合 较 好 。Using Probit model equations and LCso to 


analyse, and Pearson model goodness-of-fit to test, the results fit better. 
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3 讨论 


根据 酶 催化 域 氨基 酸 序 列 的 同 源 性 ， 所 有 的 糖 
香水 解 酶 被 分 为 50 个 族 。 几 丁 质 酶 包括 其 中 的 第 
18 和 19 两 个 族 。 第 18 族 广泛 存在 于 各 种 生物 中 ， 
而 19 族 大 多 存在 与 植物 中 (Saito et al., 2000) 。 本 
研究 克隆 的 Jfuchil AART IHAHA 18 家 族 
几 丁 质 酶 特征 : 信号 肽 、 活 性 位 点 以 及 儿 了 本质 结合 
RE, HS Jfuchil 相似 性 较 高 的 基因 均 为 真菌 序 
列 , 说 明 通 过 RACE 方法 , 我 们 已 经 成 功 获得 了 下 
烟 色 棒 束 几 丁 质 酶 完整 的 cDNA 序列 。 我 们 在 
GenBank 中 发 现 已 有 玫 烟 色 棒 束 孢 的 几 丁 质 酶 基因 
部 分 序列 在 GenBank 中 登录 , 注册 号 为 AY758400, 
将 该 序列 在 GenBank 数据 库 中 进行 BLAST 分 析 ， 
发 现 此 序列 与 多 个 球 了 抱 白 僵 阔 的 几 丁 质 酶 基因 序列 
极为 相似 , 并 和 其 中 的 2 RERE ES TELE] ( AY 758409 
和 AY758401) 的 完全 一 样 ( 甘 中 伟 等 2008 ) ， 所 以 
注册 号 为 AY758400 的 玫 烟 色 棒 束 孢 的 几 丁 质 酶 基 
因 可 能 为 球 孢 白 僵 菌 的 几 丁 质 酶 基因 序列 。 故 本 次 
所 得 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 基因 为 首次 登录 ， 
GenBank 登录 号 为 FJ377733 。 

言 号 肽 具有 引导 有恒 日 质 的 转运 定位 和 分 泌 的 
功能 , FLCEXETSHBEUH : ESAE m A — Ex 1E B fip BJ 
AA AERE 91] ; EFAA — T BLK BG EC, E ES 
ARRARIR ik s TE ER Aem. — 1 Be x fei HK 
BSK EB EA, XT ELEC EVI SRI URS, 或 在 甘 
SARUM ZZ SNP Une. KWR ER Jfuchil 基因 编 
码 的 重 日 产物 N- 端 预测 含有 一 段 24 TAERE 
肽 序列 ,中 间 有 10 AP I AR TUAE S6 SATA ET 
水 性 氨基 酸 , HR Y — ARKA DX , ATE PR 
备 一 般 信 号 肽 的 所 有 主要 特征 ,因此 可 以 推 半 其 是 
几 丁 质 酶 的 信号 肽 。 

KBO EERI T ARRA HE H AER 
列 与 GenBank 中 已 登录 的 一 些 真 菌 序列 进行 比较 ， 
发 现 所 克隆 的 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 的 所 基 酸 序列 
f — 5 ECTSLES-RÁE f reg BJ RRE, HR AE IUE ES 
Lecanicilium lecanii ( AAX5690600, EHR KR S 
reesei ( DAA05855 ) ， Z (& NK S 
Trichoderma viride ( AAL78814 ) , JN 1E R 48]. [saria 
javanica( AAZ83728) , 同 源 性 分 别 高 达 90% , 7196 , 
71% 和 70%。 

局 动 子 是 影响 外 源 基因 在 基因 组 中 表达 活性 的 
最 重要 因素 , 真菌 遗传 转化 中 已 报道 多 种 启动 子 用 


Trichoderma 


于 真菌 遗传 转化 的 载体 构建 。 本 研究 选用 能 在 丝 状 
真菌 中 组 成 型 高 效 表达 外 源 基 因 的 局 动 子 ( 构 巢 曲 
T 3- 克 酸 甘 油 醛 脱氧 酶 基因 启动 子 gpd4 ), 使 
Muchil 基因 在 球 孢 日 公 落 中 得 到 高 效 表 达 , 进而 提 
高 球 孢 日 僵 菌 产儿 丁 质 酶 含量 , RE BEJI ARo 

天 于 几 丁 质 酶 作为 毒 力 基因 转化 到 虫 生 真菌 能 
够 提高 其 杀 虫 效 采 ， 目 前 有 两 种 相反 的 报道 。 
Screen 等 (2001 ) 的 研究 结果 表明 基因 工程 菌株 对 
烟草 夜 蛾 Manduca sexta 毒 力 没有 发 生变 化 ; 而 
Fang 等 (2005 ) 得 到 几 丁 质 酶 过 表达 的 球 孢 日 僵 霄 
Hk, 但 和 野生 型 的 菌株 相 比较 , 对 蚜虫 的 致死 浓 
度 和 致死 时 间 均 降低 了 50% 。 此 后 Fan 等 (2007 ) 
的 融合 几 丁 质 酶 过 表达 的 球 孢 白 僵 菌 菌株 ， 比 前 面 
的 Fang 等 (2005 ) 得 到 的 将 株 ， 毒 力 有 了 进一步 的 
提高 。 我 们 的 转 玫 烟 色 棒 束 孢 几 丁 质 酶 的 球 孢 日 僵 
菌 工 程 奖 株 ， 对 马尾 松 毛 虫 的 毒 力 有 了 显著 的 提 
高 , 实验 结 采 是 文 持 转 几 丁 质 酶 落 株 能 够 提高 杀 贝 
效果 的 结论 。 守 其 增 效 机 理 可 能 是 转 入 jfuchil 基 
因 后 , 增强 了 降解 昆虫 体 壁 的 能 力 , 加 快 了 菌株 穿 
透 体 壁 的 速度 ,进而 缩短 了 菌株 击 倒 昆虫 的 时 间 ， 
从 而 提高 了 杀 虫 将 果 ( 昌 丁丁 等 , 2008)。 政 烟 色 棱 
束 孢 几 丁 质 酶 这 一 新 的 基因 资源 获得 ,为 今后 构建 
更 多 高 效 杀 虫 工 程 落 及 深入 人 研究 其 杀 虫 作用 机 制 提 
供 了 重要 基础 。 
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